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【緒言】
近年,犬をはじめとした伴侶動物と生活をともにする人が増加 してお り,その口腔ケア
に対する関心もhlIJ'まってきている.犬における歯周病の篠息科 ま非常に高いとされている
が.犬の口腔内における歯周病原細歯の分:rFにI娼する研究は少ない.
犬の歯肉価に存在する Porp/lyrOmO'ELSguLaeは,ヒトにおける主要な歯周病原細菌であ
る Porphyro"W′'asgL.'tgiv"/Lsと類線菌種であり,その菌体表層に存在する分子丑 '41kDa
のサブユニットであるフイプリリンタンパク (FimA)と,それをコー ドする ji'lLA遺伝
子の配列が明らかになっている.
本研究では,犬における各種歯周病原細菌の分布を検討するとともに. P.gLlaeの
FimAと歯周状態との関連を分析することにした.
1.歯周病原細菌種の検出
犬のデンタルプラーク検体を上顎左側臼歯部頬側より採取後,糾歯 DNA の抽出を行
い,ヒトにおける主斐な歯周病細櫛 10椀に P.gH/leを加えた 11薗種に特異的プライ
マー用いた PCR絵によって,それぞれの南棟の存在を検討 した.
･l 三三 三三 軍 三 ;L≡≡ 雲 苦 言 ‡-?:-:;;_::言_-_;_-i:_-=1--;-i
再 gfpLi=1E2Ep7gii蓋l=lJ芸S蓋議 慧 言蔓.BEG,1ali立至宅重態 蓋
l 君警 芸誓 ,L三･,墓誌 yb急呈誌諾 警誓 語 気琵 琶誓 言孟孟芸謡 警霊芝
た.
3,プラーク検体中のqrJ馴 掴 細菌柿の検出と P.g'laePmA型の分析
プラークサンプルから細菌 DNA を抽出し, 11菌種それぞれに特典的なプライマー
を用いた PCR法によって,各菌種の存在を検討した.また,P.gulaeが検出された検
体に対 しては,2.で確立した PCR系を用いて 各 ♪m^ タイプの決定を行った･
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4.P.gl/LaEI分離株の病原性の評価
マウス肋戯形成モデルとして,40日齢のマウスの背部に 1×109cFU相当の凶を皮下に
投与後2週間にわたって生じる全身性炎症状憶をモニターし,各借株の病原性を評価し
たノ.また,口腔偏平上皮秘跡HJ/Lgである SAS細目庖J･Lf-養細川白を用いて,菌が感染した SAS細
胞における細胞敬の変化を,細胞増殖アッセイにより評価した.また,感染した SAS細
胞の抑抱遊yt-能を錐帥するためにスクラッチアッセイを行った.
【結果】
犬のデンタルプラークでは,ヒトで検出される歯周病Iu･銅ul菌種の うち TallereLa
forsylhiaおよび caltlPyLobacterrectISが市bn腰 で検出された.また,ヒトでは極めて低い
頻度でしか検出されない P.glIL7LJが高頻度で検出されることが明らかになった.
犬のプラークサンプルから分雌した p.glIZn･18株のJi'〃L^ 配列を特定L FimAの推定
アミノ酸配列をE･に系統樹を作qiL'したところ,大きく3つのタイプに分];'tl-できることが明
らかになった.そこで,P.glJ/ae特有の配列を含むタイプを A型,p.giNgLl1,alisのblノ=I
型に近いタイプを B型とし, P.giltgL-tJu/L∫の/I'lLATV型に近いタイプ C型と定適した.
各タイプの菌の病原性を,マウス脈拍形成モデルによって評価した結果は, C型株が
最も強い全身炎症をih':起することが示された.また SAS細胞を用いた分析の結果,C型
株は強い細胞傷害性を絡発することが明らかになった.実際に,歯周炎に椛愈している犬
のデンタルプラークからは,歯肝状態が健全な犬と比暇して,P.gLElEleの検出率が有意に
高く,C型含む複数のPn･LA型の陽性率が有意に高いことが示された.
【考察】
犬の口腔内には,ヒトで検出される歯周病原抑蘭種が多く存在した.特に,P.glLLtLeの
存在は犬における歯周病の発症に関連があることが示唆されるとともに,その蘭体表層の
FimA には多様性があり,特定のタイプが強い病原性を示すことが想定された.
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学位論文審査結果の要旨
近年､犬をはじめとした伴侶動物と生活をともにする人が増加しており､その口腔ケアに対する
関心も高まってきている｡犬における歯朋病の雁患率は非常に高いとされているが､犬の口腔内に
おける歯周病相 川菌の分布に関する研究は少ないO犬の歯肉溝に存在するPorphyromo'wsgukwは､
ヒトにおける主要な歯周病原細菌である PorphyromonafgingivaliSと類縁菌種であり､その菌体表層
に存在する分子丑41kDuのサブユニットであるフイプリリンタンパク (Fl山A)と､それをコー ドす
るjimA遺伝子の配列が明らかになっている｡
本研究では､犬における各種歯周病原細菌の分布を検討するとともに､P.guLaeのFimAと歯周状
儀との関連についても分析した｡
研究結果は､以下の内:'相であった｡
1. 犬のデンタルプラーク検休を採取後､細菌DNAの抽出を行い､ヒトにおける主要な歯周病原
細菌10種にP.guLLeを加えた11菌種の存在をPCR法によって検出した｡犬のデンタルプラー
クでは､TannerelafursyLhiaおよびCaJILPyLu/nclerrectrLSが融頻度で検出されたまた､ヒトでは極
めて低い頻度でしか検出されないP.gu/Lleが市頻度で検出された0
2. P,gL'rtgivalLSにおける6タイプのb'7A辻伝子配列を参考に作製したプライマーを使用したPCR
法により､犬のデンタルプラーク検体から分離した P..qLlae18株のjiTnA遺伝子全長の増幅を行
い､それら`の遺伝子配列を決定したoその後各棟のjl〃LA遺伝子配列をもとに系統樹を作製し､
p.guLaeにおけるP〃lA型分類法を検.付した｡その結果､大きく3つのタイプに分類できること
が明らかになったop.gil/ae特有の配列を含むタイプをA型､p.gl'ngivaLsのPInAIl型に近いタ
イプをB型とし､P.gL'ngLvaLiSのbnAⅣ 型に近いタイプC型と娃義した｡
3. P.gLJLae分離株の病原性の評価を行うために､マウス背部に1×109cFU相当の菌株を感染させ
たマウス膿療モデルを用ル､て､各月川A型を有する菌株の病原性を評価したところ､C型株が最
も強い全身炎症を惹起することが示された｡また､口腔偏平上皮癌紺胞であるSAS株化細胞を
用いて､蘭株感染後の細胞増殖能および細胞遊走能を評価した結果､C型株は強い細胞傷寄性を
誘発することが明らかになった｡歯周状態が健全な犬と比較して､歯周炎に羅息している犬の
デンタルプラーク中のP.gulaeの検出率が有意に高く､C型を含む複数のPmA型の陽性率が有
意に高いことが示された｡
これらの結果から､P.gulaeの存在は犬における歯周病の発症と関連性があることが示唆された｡
また､その菌体表層のFimAには多様性があり､その特定のタイプが強い病原性を示すことが示唆
された｡
以上に基づき､審査委員会は本申請論文に博士 (歯学)の学位論文として価値があるものと認め
た｡
